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Abstract
AIM: To compare the effects of short hairpin 
RNAs (shRNAs) targeting the proliferating cell 
nuclear antigen (PCNA), c-Myc and cdc2 k genes 
on the hyperplastic behavior and lithogenic 
potential of proliferative cholangitis (PC), and 
to select the best target for antiproliferative 
treatment of PC.

METHODS: A rat model of PC was developed 
by retrogradely inserting a nylon thread into the 
common bile duct. Using the nylon thread as the 
guide wire, an intralumenal injection of PCNA, 
c-Myc and cdc2 k shRNAs into the common bile 

duct was performed in three different groups of 
model rats, respectively.

RESULTS: Compared to the c-Myc and cdc2 k 
shRNA treatment groups, the degree of hyper-
plasia of biliary epithelium and collagen fibers 
in the bile duct wall in the PCNA shRNA treat-
ment group were significantly decreased. In ad-
dition, the protein expression and secretion of 
mucin from the hyperplastic biliary epithelium 
and peribiliary gland were remarkably reduced 
in the PCNA shRNA treatment group.

CONCLUSION: PCNA shRNA possesses more 
strong inhibitory effects on collagen fiber hyper-
plasia in and mucin secretion from the bile duct 
wall of rats with experimental PC than c-Myc 
and cdc2 k shRNAs. Therefore, PCNA shRNA 
holds more promise for prevention of postopera-
tive biliary restenosis and stone recurrence in PC 
patients.
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摘要
目的: 探讨并对比PCNA、c-Myc、cdc2 k 
shRNA对PC的过度增殖和成石潜力的影响, 
以期筛选PC抗增殖治疗的最佳靶点. 

方法: 经十二指肠乳头向胆总管内逆行插入
尼龙缝合线建立慢性增生性胆管炎的大鼠实
验模型. 三种反义治疗组则以尼龙缝合为导引
向胆总管内分别注入0.5 mL的PCNA、c-Myc
或cdc2 k shRNA. 

结果: PCNA shRNA治疗组的胆道黏膜上皮
和胆管壁胶原纤维的过度增殖程度均明显低
于c-Myc、cdc2 k shRNA治疗组; 此外, PCNA 
shRNA治疗组胆管壁的黏蛋白基因表达及黏
蛋白分泌也低于c-Myc、cdc2 k shRNA治疗组.
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■背景资料
近年来, 随着对肝
内胆管结石病理
的深入研究发现, 
结石的术后高复
发率和胆道再狭
窄率均与术后遗
留的慢性增生性
胆管炎(PC)密切
相关 .  PC在肝内
胆管结石的发生
和发展中发挥着
极为重要的作用. 
PC业已被认为是
结石术后复发的
主要诱因和病理
学基础所在, 而对
PC的后续治疗将
有助于降低结石
复发率和胆道再
狭窄率, 但遗憾的
是对于PC的治疗
现阶段仍无行之
有效的办法.
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结论: PCNA shRNA治疗能够更为有效的抑制
PC病变胆管的胶原纤维过度增生及黏液过度
分泌, 更有望达到预防胆道再狭窄和结石术后
复发的目的.
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0  引言

肝内胆管结石虽是亚太地区的常见病, 但其至

今仍被视为是一种难治性疾病; 单纯的手术治

疗已很难使当今肝内胆管结石的远期疗效有较

大的提高, 如何预防肝内胆管结石的术后复发

和胆道再狭窄至今依然是肝胆外科中的难点, 
对其治疗亦需探讨新的途径[1-5]. 近年来, 随着对

肝内胆管结石病理的深入研究发现, 结石的术

后高复发率和胆道再狭窄率均与术后遗留的慢

性增生性胆管炎(proliferative cholangitis, PC)密
切相关[6-10]. PC在肝内胆管结石的发生和发展中

发挥着极为重要的作用[11,12]. 首先, PC病变胆管

壁内过度增生的纤维结缔组织可促使胆管腔的

变形及狭窄, 造成胆汁淤积. 其次, 大部分的胆

管周围腺体均有旺盛的黏液分泌功能, 这进一

步的加剧了病变胆管腔内的胆汁淤积. 另需着

重指出的是, 这些分泌至胆管腔内的过多的黏

液不仅参与形成启动结石生成的成核因子, 而
且还可通过促使胆汁中其他成分的聚集、沉淀, 
形成丝网状支架而使结石增大[8,13,14]. 鉴于此, PC
业已被认为是结石术后复发的主要诱因和病理

学基础所在, 而对PC的后续治疗将有助于降低

结石复发率和胆道再狭窄率, 但遗憾的是对于

PC的治疗现阶段仍无行之有效的办法[13-17].  
鉴于PC是一种慢性增殖性疾病的特点, 抗

增殖治疗可能会有助于抑制P C的过度增殖行

为, 而这种过度增殖行为又恰恰与肝内胆管结

石的形成密切相关[7,9,18]. 鉴于此, 我们在前期

研究中曾分别探讨了PCNA、c-Myc、cdc2k 
shRNA对PC的抗增殖疗效, 以期通过控制或逆

转PC, 而达到预防结石术后复发和胆道再狭窄

的目的[8,10]. 本研究拟在前期研究基础上, 进一步

对比三种反义治疗的确切疗效, 以期筛选PC抗

增殖治疗的最佳靶点.
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1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠56只, 体质量220-250 g, 由
四川大学华西实验动物中心提供. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 随机分为以下5组: 慢性增生

性胆管炎模型组(PC模型组, 10只): 按Park等介

绍的方法建立慢性增生性胆管炎动物模型[9]. 以
26号针头刺破十二指肠前壁, 经十二指肠乳头

向胆总管内逆行插入5-0的尼龙缝合线直至肝

门处, 缝合线末端缝合戳孔处; 三种反义治疗组 
(PCNA组、c-Myc组、cdc2k组, 每组10只): 以
尼龙缝线为导引, 向胆总管内插入20号静脉留

置针, 分别注入0.5 mL的 PCNA、c-Myc或cdc2k 
shRNA; 假手术组(SO组, 6只): 仅行开腹手术. 7 
d后, 收集胆总管内的胆汁以备Mucin 3的ELISA
检测, 切取大鼠胆总管以备进一步检测.
1.2.2 Ki-67和Mucin3的Real time-PCR检测: 以
TRIzol提取胆管壁总RNA, RNA的逆转录反应

按照试剂盒说明进行. 用SYBR Green进行实时

荧光定量分析, 以目标基因与GAPDH的比值作

为相对表达水平. 
1.2.3 Mucin 3的ELISA检测: 胆汁标本与Mucin 3
抗体在96孔板内孵育1 h, PBS漂洗后每空加入

100 µL过氧化物聚合羊抗鼠血清孵育1 h, PBS漂
洗3次, TMB显色, 450 nm读取积分光密度. 
1.2.4 collagenⅠ的Western blot检测: 取100 µg蛋
白进行SDS-PAGE凝胶电泳, 电转膜至PVDF后
进行杂交. 滴加collagenⅠ一抗后4 ℃孵育过夜, 
TBS漂洗后, 滴加HRP结合的二抗孵育2 h, X线

显影, 以目标基因与β-actin表达的积分光密度比

值作为相对表达水平.
统计学处理 应用SPSS10.01统计软件进行

分析处理. 计量资料以mean±SD表示, 各组间比

较用方差分析(One-way ANOVA), 两两比较用

LSD过程. 差异显著标准: P <0.05.

2  结果

2.1 组织学观察 PC模型组胆管的主要病理特点

为: 乳头状增生的胆管黏膜上皮、过度增生的

黏膜下腺体、纤维化增厚的胆管壁, 这些病理

改变均可导致胆管腔的阻塞及狭窄(图1A), 而
且上述病理变化与肝内胆管结石病例中经常观

察到的慢性增生性胆管炎十分相似. 值得关注

的是, 三种反义治疗组的胆道黏膜上皮、管周

黏膜下腺体、管壁胶原纤维的过度增殖情况、

胆管壁的纤维化增厚程度均较PC模型组明显降

www.wjgnet.com

■研发前沿
PC这种慢性增殖
性炎症结构亦是
肝内胆管结石并
发胆管癌的病理
学结构基础, 对这
种慢性增殖性炎
症的早期阻断亦
有助于预防胆管
癌的发生. 但遗憾
的是对于PC的治
疗现阶段仍无有
效的解决办法.
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低, 特别是PCNA shRNA治疗组(图1B-D). 此外, 
PCNA shRNA治疗组的胆管壁纤维化增厚程度

虽略低于c-Myc和cdc2k shRNA组, 但差异并未

达到统计学意义(P >0.05, 图2).
2.2 Ki-67的表达变化 PC模型组胆管壁的Ki-67
表达明显上调; c-Myc和cdc2k shRNA治疗组的

Ki-67 mRNA表达较PC组已明显降低, 而PCNA 
shRNA治疗组的降低程度要更为明显, 但其表

达水平仍高于假手术组(P <0.05). c-Myc和cdc2k 
shRNA治疗组之间的Ki-67表达并无显著性差异

(P >0.05, 图3). 
2.3 胆管壁Mucin 3 mRNA表达变化 PC模型组

胆管壁的Mucin 3 mRNA表达明显上调, 但经

PCNA、c-Myc或cdc2k shRNA治疗后, Mucin 3  
mRNA表达明显降低, 其中PCNA shRNA治疗组

的Mucin 3 mRNA表达又要略低于c-Myc和cdc2k 
shRNA治疗组, 但仍高于假手术组(P <0.05, 图4). 
2.4 胆汁中Mucin 3蛋白表达 PC模型组胆汁的

Mucin 3蛋白含量增加至假手术组的3倍, 而经

PCNA、c-Myc或cdc2k shRNA治疗后, Mucin 3
蛋白含量明显下降. 此外, PCNA shRNA治疗组

的Mucin 3蛋白虽略低于c-Myc和cdc2k shRNA
治疗组, 但差异并不显著(P >0.05, 图5). 
2.5 病变胆管壁的collagenⅠ检测 PC模型组的

col lagenⅠ蛋白表达明显上调, 但经PCNA、

c-Myc或cdc2k shRNA治疗后, collagenⅠ蛋白表

达明显降低, 其中PCNA shRNA治疗组的减低程

度最为明显, 但仍高于假手术组(P <0.05, 图6).

3  讨论

作为一种难治性疾病, 肝内胆管结石具有治疗

失败率高和复发率高(4.2%-40%)等特点, 其术后

4-10年的再手术率可高达37.1%-74.4%[19-21]. 过
去, 由于我们过多的关注于如何提高肝内胆管

结石的手术技能, 未能充分的认识到PC与结石

形成及发展之间的关系, 对取石后尚遗留的PC
一直未给与足够的重视, 由此而造成的术后胆

道再狭窄和结石复发等问题极大地影响了当今

肝内胆管结石的术后远期疗效[2-4,7-10,15]. PC与结

石之间可形成恶性循环: 结石本身及其继发的

感染均可刺激胆管壁组织持续性过度增生, 发
生PC和胆管狭窄, 而反过来PC的反复发作, 又
可通过产生黏蛋白及造成胆道狭窄、胆汁淤积

等病理改变促成新的结石形成[13-18]. 因而即使取

净结石后, 由结石引发的PC仍将持续、广泛的

■相关报道
近 年 来 ,  多 项 体
内、外研究业已
表 明 ,  应 用 反 义
技术特异性的封
闭增殖相关基因
(PCNA, c-Myc, 
cdc2k或E2F等)的
表达, 可通过阻止
细 胞 从 G 1进 入 S
期或从G 2进入M
期进行DNA复制, 
使细胞的增殖活
动明显受到抑制, 
可有效地防止球
囊成形术后因血
管内膜细胞过度
增殖所致的管腔
狭窄, 在过度增殖
性疾病的治疗中
显示了良好的应
用前景.

A B

C D

图  1  各组胆管壁的HE染色. A: PC组; B: PCNA shRNA组; C: c-Myc shRNA组; D: cdc2k shRNA组.
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图  2  不同组胆管壁厚度比较. aP<0.05 vs  PCNA shRNA组.



www.wjgnet.com

770                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年3月18日      第18卷      第8期

存在, 成为结石术后复发的隐患. 由此可见, 对
肝内胆管结石的治疗, 不仅要重视结石的清除

和病变胆管狭窄的纠正, 更要注重对术后遗留

的PC的后续治疗, 因PC恰是该恶性循环的中枢

环节[9,14,17]. 鉴于此, 我们有理由相信, 通过对手

术后或胆道镜取石后遗留的PC的后续治疗将有

助于预防肝内胆管结石的术后复发及胆管再狭

窄率, 从而减少肝内胆管结石患者的再次手术

或内镜取石的机率[3,15,20-22]. 另需着重指出的是, 
PC这种慢性增殖性炎症结构亦是肝内胆管结石

并发胆管癌的病理学结构基础, 对这种慢性增

殖性炎症的早期阻断亦有助于预防胆管癌的发 
生[14-18,23]. 但遗憾的是对于PC的治疗现阶段仍无

有效的解决办法. 
作为慢性增生性胆管炎的主要病理学表现, 

胆道黏膜上皮的过度增殖在肝内胆管结石的形

成及发展中起到了至关重要的作用, 但现阶段

却无任何行之有效的治疗措施来控制或逆转病

变胆管黏膜的这种过度增殖行为[9,17-21]. 近年来, 
多项体内、外研究业已表明, 应用反义技术特

异性的封闭增殖相关基因(PCNA, c-Myc, cdc2k
或E2F等)的表达, 可通过阻止细胞从G1进入S期
或从G2进入M期进行DNA复制, 使细胞的增殖

活动明显受到抑制, 可有效地防止球囊成形术

后因血管内膜细胞过度增殖所致的管腔狭窄, 
在过度增殖性疾病的治疗中显示了良好的应用

前景[24-28]. 鉴于PC也是一种慢性增殖性疾病的

特征, 我们在前期研究中探讨并证实了, 病变胆

管腔内给予PCNA、c-Myc、cdc2k shRNA能够

通过特异性的封闭PCNA、Ki-67等细胞增殖相

关基因的表达, 抑制胆管黏膜上皮的过度增殖

及胆管壁的纤维化增厚[8,10]. 在本研究中进一步

的对比上述三种反义治疗的确切抗增殖疗效时

发现, PCNA shRNA治疗组的胆管黏膜的增生

程度及Ki-67表达水平均明显低于c-Myc或cdc2k 
shRNA治疗组. 该结果提示, PCNA shRNA治疗

能够更为有效的抑制胆管黏膜的过度增殖行为, 
更有望成为PC抗增殖治疗的最佳靶点.

■应用要点
通过对手术后或
胆道镜取石后遗
留的PC的后续治
疗将有助于预防
肝内胆管结石的
术后复发及胆管
再 狭 窄 率 ,  从 而
减少肝内胆管结
石患者的再次手
术或内镜取石的
机率.
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图  3  Ki-67的RT-PCR检测. aP<0.05 vs  PCNA shRNA组.

图  4  胆管壁Mucin 3的RT-PCR检测结果. aP<0.05 vs  PCNA 

shRNA组.
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图  5  胆汁中Mucin 3蛋白的ELISA检测. aP <0.05 vs  PCNA 

shRNA组.
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作为慢性增生性胆管炎的另两项主要病理

学表现, 病变胆管壁胶原纤维的过度增生及黏

液的过度分泌亦在胆道狭窄及结石形成中起到

了至关重要的作用[9,16,28,29]. 首先, 由胶原纤维过

度增生所致的胆道狭窄可改变胆汁流, 造成胆

汁淤积; 而胆汁淤积及胆道狭窄又可引发细菌

定植及胆道感染, 可刺激胆管黏膜分泌大量的

黏液[16,21,30]. 分泌至胆管腔内过多的黏液将促使

非结合胆红素及钙盐的溶解性降低, 并相互结

合形成结石的成核因子. 不仅如此, 胆汁中如存

在过多的黏液还可促使胆汁中的其他成分聚

集、沉淀, 形成结石的丝网状支架而使结石增

大[29,31]. 鉴于此, 我们有理由相信, 通过对这种胶

原纤维过度增殖及黏液过度分泌的有效抑制, 
将有助于减少结石的术后复发率及胆道再狭窄

率, 但现阶段对此却无任何行之有效的治疗措

施[23,27-29]. 
对此, 我们在前期研究中曾探讨并证实了, 

PCNA、c-Myc或cdc2k shRNA治疗能够通过抑

制增殖相关基因的表达来抑制病变胆管壁胶原

纤维的过度增殖; 此外, 三种反义治疗对胆管黏

膜上皮及黏膜下腺体的抗增殖疗效还有助于降

低病变胆管的黏液分泌[8,10]. 在本研究中进一步

对比三种反义治疗的确切疗效时发现, PCNA 
shRNA治疗组的胆汁中Mucin 3含量和胆管壁厚

度虽略低于c-Myc或cdc2k shRNA治疗组, 但差

异并不显著. 然而, PCNA shRNA治疗组的胆管

壁Mucin 3 mRNA和collagenⅠ蛋白表达却显著

低于c-Myc或cdc2k shRNA治疗组. 上述结果表

明, PCNA shRNA治疗能够更为有效的抑制PC
病变胆管壁的胶原纤维过度增生及黏液过度分

泌, 更有望达到抑制病变胆管成石潜力的目的. 
上述三种反义治疗的不同疗效的根源可能在于: 
PCNA作为细胞增殖所必需的核抗原, 是DNA聚

合酶δ的重要辅助因子, 许多细胞内、外增殖因

子如c-Myc、EGF、TGF-α的信号传导过程都必

须经过PCNA的参与, 才能引发细胞的DNA合成

及分裂增殖; 与c-Myc, cdc2k相比, PCNA在DNA
复制、细胞增殖和细胞周期调控中可能发挥着

更为广泛和关键的作用, 因而, 靶向PCNA的反

义抗增殖治疗, 能够更为有效的抑制PC的过度

增殖行为和成石潜力, 更有望达到预防结石复

发和胆管再狭窄的目的[15,27,32,33]. 
现阶段肝内胆管结石术后高复发率的根源

即在于: 目前尚无任何有效的药物来控制结石

复发的病理基础-PC, 因而在胆道镜取石后也无

任何的后续的药物治疗措施, 只有任凭结石的

复发, 这使此类患者常需多次进行手术或胆道

镜取石[7-11]. 对此, 我们的研究结果显示, 三种反

义治疗, 特别是应用PCNA shRNA治疗能够有效

的抑制PC的过度增殖行为和成石潜力. 虽然本

实验是在胆总管上验证而不是在肝内胆管, 但
这种新的抗增殖疗法依然在PC的治疗中显示了

良好的应用前景, 因本研究中所选用的大鼠PC
模型业已被证实与人肝内胆管结石的病理学和

细菌学均十分相似[9,17-19]. 鉴于此, 本研究可能

会为预防肝内胆管结石术后复发和胆管再狭窄

的药物研发奠定相关实验基础, 以期减少或避

免肝内胆管结石患者的再次手术或内镜治疗机

率, 从而提高当今肝内胆管结石的术后远期疗 
效[3,5,19-21,34]. 但目前该方面的研究甚少, 本研究也

仅对其疗效进行了初步的探讨, 该新疗法的远

期疗效、相关并发症及更为全面的靶基因筛选

均需在后续的研究中进一步探讨和验证[24-27,35].
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